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Resumen

ANTECEDENTES: El micetoma es un sindrome de tipo inflamatorio crénico que depen-
de de la inoculaciéon traumatica exdgena de hongos verdaderos o de actinomicetos.
La lactosilceramida (CD17) es un receptor celular que se encuentra en macréfagos,
granulocitos, células T y células dendriticas, una vez activado induce adhesion celu-
lar a bacterias y hongos con funcién en la fagocitosis, atrapamiento, motilidad y la
proliferacién celular.

OBJETIVO: Demostrar la presencia in situ del receptor lactosilceramida en las células
inflamatorias que rodean al grano en micetomas humanos, producidos por Madurella
mycetomatis, Nocardia brasiliensis y Actinomadura madurae.

MATERIALES Y METODOS: Estudio prospectivo, efectuado de octubre de 2019 a febrero
de 2020. Se utilizaron nueve estudios histopatoldgicos de pacientes con diagndstico de
micetoma por M. mycetomatis, N. brasiliensis y A. madurae, atendidos en el Hospital
General Dr. Manuel Gea Gonzélez (Ciudad de México). Se efectuaron dos cortes por
muestra: uno para la realizacién de la tincién con hematoxilina y eosina, el otro para
el marcaje de lactosilceramida con IgM anti-CD17 humano hecho en ratén y como
anticuerpo secundario IgG anti-IgM de ratén FITC hecho en conejo.

RESULTADOS: Se observé mayor niimero de células CD17+ en los cortes de micetoma
por A. madurae, seguido con menor cantidad en los ocasionados por N. brasiliensis y
por M. mycetomatis que mostraron la misma cantidad.

CONCLUSIONES: Se encontraron células CD17+ en todos los micetomas estudiados,
que pueden participar activamente en la respuesta inflamatoria que ocurre en este
sindrome.

PALABRAS CLAVE: Micetoma; Madurella mycetomatis; Nocardia brasiliensis; Actino-
madura madurae; lactosilceramida.

Abstract

BACKGROUND: Mycetoma is a chronic inflammatory syndrome acquired after exog-
enous traumatic inoculation of fungi or actinomycetes. Lactosylceramide (CD17) is a
cellular receptor found in macrophages, granulocytes, T cells, and dendritic cells, once
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activated, itinduces cell adhesion to bacteria and fungi with a function in phagocytosis,
entrapment, motility, and cell proliferation.

OBJECTIVE: To demonstrate the in situ presence of the lactosylceramide receptor in
the inflammatory cells that surround the grain in human mycetomas, produced by
Madurella mycetomatis, Nocardia brasiliensis and Actinomadura madurae.

MATERIALS AND METHODS: Prospective study carried out from October 2019 to
February 2020. Nine histopathological studies of patients diagnosed with mycetoma
by M. mycetomatis, N. brasiliensis and A. madurae at the Dr. Manuel Gea Gonzalez
General Hospital (Mexico City). We performed two sections per sample: one for stain-
ing with hematoxylin and eosin, another for labeling lactosylceramide with anti-human
CD17 IgM, and as secondary antibody IgG anti-IlgM mouse FITC made in rabbit.

RESULTS: A high number of CD17+ cells were observed in the mycetoma sections
caused by A. madurae, followed with lower number in those caused by N. brasiliensis
and M. mycetomatis, which showed the same frequency.

CONCLUSIONS: CD17+ cells were found in all mycetomas studied, which can actively
participate in the inflammatory response present in this syndrome.

KEYWORDS: Mycetoma; Madurella mycetomatis; Nocardia brasiliensis; Actinomadura

madurae; lactosylceramide.

ANTECEDENTES

El micetoma es un sindrome de tipo inflamatorio
crénico que depende de la inoculacién traumdti-
ca exdgena de hongos verdaderos (eumicetoma)
o de actinomicetos (actinomicetoma) que se
organizan en agregados de hifas o filamentos
bacterianos, respectivamente.'? Estas infeccio-
nes afectan la piel, el tejido celular subcutaneo
y, en ocasiones, los musculos y los huesos. En
México la frecuencia es de 73 casos por afo,
predomina en las zonas centro, norte y noroeste.
Se considera la frecuencia de casos del 98% por
actinomicetos y s6lo el 2% son causados por
eumicetos.’ Nocardia brasiliensis es la bacteria
mas frecuente, se observa en 65.5% de los casos,
seguida de Actinomadura madurae con 7.9%;*
en el caso de los eumicetomas Madurella spp es
el género predominante.® En el tejido los granos
estan rodeados por una reaccién inflamatoria
de predominio de neutréfilos, en ocasiones se
observa reaccién granulomatosa con células epi-

telioides, células plasmaticas, linfocitos y células
gigantes en proporciones variables.

En los hongos filamentosos y las levaduras se
encuentran los B-glucanos que son un grupo de
polimeros de glucosa constituidos por unidades
de B-(1-3)-D-glucopiranosil con cadenas latera-
les unidas en posicién B-(1-6).”8 Estas estructuras
se consideran patrones moleculares asociados
con patégenos (PAMPs),° el reconocimiento de
estas estructuras ocurre a través de receptores
celulares especificos, como la lactosilceramida
(CD17), receptores del complemento (CR 3),
receptores scavengers y dectina-1, en donde este
altimo media una serie de respuestas, como la
fagocitosis, endocitosis y también en colabora-
cién con los TLRs (receptores tipo Toll) pueden
inducir la produccién de citocinas inflamato-
rias y quimiocinas.” La lactosilceramida es un
glicoesfingolipido encontrado en muchos tipos
celulares y consiste en un lipido hidrofébico
(ceramida) y un azlcar hidrofilico que forma
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microdominios en la membrana. La interaccién
de este receptor aumenta el estallido oxidativo
e induce la activacién del NF-kB aumentando
la produccién de proteinas inflamatorias en
macréfagos del epitelio alveolar.’ 1213

El objetivo de este trabajo es demostrar la presen-
cia in situ del receptor lactosilceramida (CD17+)
en las células inflamatorias que rodean al grano
en cortes de micetomas humanos, producidos
por Madurella mycetomatis, Nocardlia brasiliensis
y Actinomadura madurae.

MATERIALES Y METODOS

Estudio prospectivo en el que se utilizaron nue-
ve bloques de parafina con tejido de pacientes
con diagnéstico de micetoma, por Madurella
mycetomatis (una muestra), Nocardia brasiliensis
(seis muestras) y Actinomadura madurae (dos
muestras), atendidos en el Hospital General Dr.
Manuel Gea Gonzalez. Este estudio se realiz6
de noviembre de 2019 a febrero de 2020, en el
laboratorio de Inmunobiologia de la Universi-
dad Auténoma Metropolitana Xochimilco. Se
realizaron dos cortes por muestra: uno para la
realizacién de la tincién con hematoxilina y
eosina (H y E), otro para el marcaje de lactosil-
ceramida con IgM anti-CD17 humano hecho en
ratébn y como anticuerpo secundario 1gG anti-
IgM de ratén FITC hecho en conejo.

Técnica histoldgica

Desparafinar: xilol 10 minutos, xilol-alcohol
absoluto 5 minutos, alcohol absoluto 5 minutos,
alcohol 96% 5 minutos, alcohol 70% 5 minutos,
agua destilada 5 minutos.

Técnica para la tincién con hematoxilina-
eosina (HE)"

Con el tejido ya desparafinado, colorear con
hematoxilina de Harris durante un minuto y
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lavar; posteriormente, diferenciar con alcohol-
acido, lavar y virar con agua amoniacal; luego,
lavar nuevamente, colorear con eosina durante
30 segundos, deshidratar y montar.

Inmunohistoquimica, marcaje con
fluorescencia'®

Agregar PBS (7.4) 5 minutos, bloquear con
PBS-gelatina (0.025%) 5 minutos, colocar el
anticuerpo monoclonal IgM anti-CD17 humano
hecho en ratén por Santa Cruz Biotecnology di-
luido 1/100 y, como anticuerpo secundario, IgG
anti-IgM de ratén FITC hecho en conejo (abcam,
ab8517) diluido 1/100 en solucién de fosfatos-
gelatina (PBS-G). Incubar durante dos horas a
temperatura ambiente en camara himeda y en
la oscuridad. Lavar con PBS. Colocar una gota
de glicerol-PBS (9:1). Observar en el microscopio
de fluorescencia. Los resultados se analizaran
de forma semicuantitativa, para determinar las
células positivas para el anticuerpo anti-CD17, se
contabilizara por milimetro cuadrado el nimero
de células CD17+, localizadas alrededor del gra-
no, y se determinara como leve (+) de una a dos
células, moderado (++) de tres a cuatro células,
o intenso (+++) de cinco células en adelante.

RESULTADOS

Se estudiaron 9 muestras de pacientes con diag-
nostico de micetoma por Madurella mycetomatis
(una muestra), Nocardia brasiliensis (seis mues-
tras) y Actinomadura madurae (dos muestras),
atendidos en el Hospital General Dr. Manuel
Gea Gonzélez.

En la Figura 1 se observan las microfotografias
de las muestras de pacientes con micetomas
caracteristicos de cada agente causal (Madurella
mycetomatis, Nocardia brasiliensis y Actinoma-
dura madurae) en donde se observa el grano
tipico y la reaccion inflamatoria que los rodea,
tefiidos por la técnica de HE. En el caso de Madu-
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Figura 1. Micetoma humano por Madurella myceto-
matis tenido por la técnica hematoxilina-eosina (H-E)
observado a 40x.

rella mycetomatis se observan granos marrén con
vesiculas en su interior y pigmentacion marginal
de color obscuro. En el caso de Nocardia brasi-
liensis se observan granos pequenos arrrifionados
o vermiformes (Figura 2), Actinomadura madurae
mostrd granos con afinidad a la hematoxilina con
contorno cartografico. Figura 3

Figura 2. Micetoma humano por Nocardia brasilien-
sis tefido por la técnica hematoxilina-eosina (H-E)
observado a 40x.
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Figura 3. Micetoma humano por Actinomadura ma-
durae tefiido por la técnica hematoxilina-eosina (H-E)
observado a 40x.

Al realizar la técnica de inmunohistoquimi-
ca utilizando el anticuerpo monoclonal IgM
anti-CD17 humano hecho en ratén y como an-
ticuerpo secundario, IgG anti-IgM de ratén FITC
hecho en conejo, observamos algunas células
marcadas alrededor de los granos, observandose
la mayor cantidad en las células que rodean a los
granos por Actinomadura madurae y con menor
ndmero en los granos por Nocardia brasiliensis y
Madurella mycetomatis. Figuras 4, 5y 6

El Cuadro 1 muestra el andlisis semicuantitativo
de cada micetoma estudiado.

DISCUSION

El micetoma es un sindrome anatomoclinico, ya
que es una micosis granulomatosa de tipo infla-
matorio crénico en la dermis superficial, media
y profunda en la que se observa un infiltrado
moderadamente denso de linfocitos, histiocitos,
plasmocitos y focos de polimorfonucleares;'®'”
estas células, junto con las células dendriticas,
tienen un antigeno carbohidrato llamado lacto-
silceramida (LacCer) o CD17+, que es un buen
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Figura 4. Micetoma por Madurella mycetomatis.
Marcaje de células con anticuerpo monoclonal IgM
anti-CD17 humano hecho en ratén y como anticuer-
po secundario, IgG anti-IgM de ratén FITC hecho en
conejo, observado a 40x.

Figura 5. Micetoma por Nocardia brasiliensis. Marcaje
de células con anticuerpo monoclonal IgM anti-CD17
humano hecho en ratén y como anticuerpo secun-
dario, 1gG anti-IgM de ratén FITC hecho en conejo,
observado a 40x.

marcador de granulocitos implicado en la traduc-
cién de sefiales.’®' En los neutréfilos humanos

Dermatologia

Figura 6. Micetoma por Actinomadura madurae.
Marcaje de células con anticuerpo monoclonal IgM
anti-CD17 humano hecho en ratén y como anticuer-
po secundario, IgG anti-IlgM de ratén FITC hecho en
conejo, observado a 40x.

la unién del anticuerpo anti-LacCer al dominio
LacCer causa la produccién de superéxido
dismutasa y estimula la fagocitosis.?® La lactosil-
ceramidaes un glicoesfingolipido que contiene
como cabeza polar a una molécula de lactosa
unida a un grupo hidroxilo de la ceramida a tra-
vés de un enlace glicosidico. Este receptor sirve
para reconocer (1,3) B-glucanos que son cons-
tituyentes estructurales mayoritarios de la pared
celular de hongos filamentosos y levaduras, estas
estructuras se consideran patrones moleculares
asociados con patoégenos y, aunque se sabe re-
lativamente poco de la inmunomodulacion, esta
interaccién ha demostrado inducir una variedad
de respuestas celulares, como la produccién de
citocinas incluyendo MIP-2 y TNF, lo que reduce
el estallido oxidativo, e induce la activacion del
NF-kB aumentando la produccién de proteinas
inflamatorias en macréfagos del epitelio alveo-
lar.*2122 L a unién de antigenos flngicos (como
los B-glucanos) o bacterianos con este receptor
y la unién con el TLR estimulan la produccién
de citocinas proinflamatorias, como TNF-alfa,
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Cuadro 1. Células CD17+ en cortes de pacientes con
micetoma por Madurella mycetomatis, Nocardia brasiliensis
y Actinomadura madurae

Micetoma por: Células CD17+

Madurella mycetomatis
Muestra 1 ++

Nocardia brasiliensis

Muestra 2 ++
Muestra 3 ++
Muestra 4 ++
Muestra 5 ++
Muestra 6 4+
Muestra 7 T+

Actinomadura madurae
Muestra 8 AR

Muestra 9 +++

Ausencia de marca: no se manifiestan células con el receptor
CD17.

Se contabilizé por milimetro cuadrado el ndmero de células
CD17+ localizadas alrededor del grano y se determiné como
leve (+) de una a dos células, moderado (++) de tres a cuatro
células, o intenso (+++) de cinco en adelante.

IL-1, IL-6, IL-8, INF-gama, IL-12 e IL-18 en la
region,'®? aumentando las funciones antimi-
crobianas de los leucocitos. La lactosilceramida
puede ser un factor de adhesion para patégenos,
como Candida albicans. De hecho, la lactosilce-
ramida puede desempefiar un papel importante
en la respuesta innata a estos patégenos.

Entre los receptores implicados en el reco-
nocimiento de B-glucanos se encuentran la
lactosilceramida, receptores del complemento
(CR) 3, receptores scavengers y dectina-1. Se
piensa que el reconocimiento celular pueda estar
mediado por una combinacién de éstos, pero
se ha demostrado que dectina-1 es el receptor
principal para B-(1—3) y B-(1—6)-glucanos solu-
bles y particuladas en leucocitos y macréfagos.'?

La presencia y estimulacion de las células
CD17+, aunque es muy moderada en los mi-

2021; 65 (3)

cetomas, se observa en mayor cantidad en el
micetoma producido por Actinomadura madurae
(cinco o0 mas células CD17+ por campo), segui-
do por el de Nocardia brasiliensis y Madurella
mycetomatis (entre 3 y 4 células CD17+ por
campo), y es posible que funcionen como células
accesorias de la inmunidad innata ayudando
a otras células, como los queratinocitos en la
produccion de citocinas proinflamatorias en la
lesion, al estimular la fagocitosis y endocitosis
en macrofagos y neutréfilos.

CONCLUSIONES

Se encontraron células CD17+ en todos los
micetomas estudiados, que pueden participar
activamente en la respuesta inflamatoria de este
sindrome.
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